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© Verfahren zurQuantifizierung mehrerer Fluorochrome 

© Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome client der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensatzt Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften stellt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomponenten 
zu komplexzusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschretbt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Regressionsanalyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Fluo- 
, reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
i verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibrationsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht. - 
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Datenerfassung der spektral aufgetrennten Fluoreszenzen der Reinformen 

toerstenSchrittwerdenspektralaufgetrenntenuoreszenzsignaleder in einer Probe vorko ^ ende . n " u °^°^ 
ReWbrm sowie das Hintergrundsignal ohne Fluorochrom im gegebenen optischen System aufgeze.chnet Die genannte 
STrXnnlg wird entweder durch Anderung der Huoreszenzanregungswellenlangen oder durcruptefc Se- 
-^^eTin den DeLeklor gelangenden Huoreszenzenussionsnchts oder durch eine Kombmalion von beiden MaBnah- 
•^S^^kWAuflreLung kann hierb ei kontinuierhch beispielswe^e jmtmife von ^ocbicm^^- 
foken^ter dlskontinuierUch gestaltet werden. beispTels^»urch Aste^ 
slgTmtSWverJhieden^ 

ffinlSrundsignales in einer Datenbank zur spateren Verwendung gespeichert. Die gespeicherten, spektralen Datensa^ 
SS SnnTn bei guter Keproduzierbarkeiun aen Datenbanken verbl^ 

" a., .„.,,<..„ n;«. cvJUl anfoetrennten Datensatze der Reinformen weiterer Muorochrome konnen die Datenbanfc 

Zmunnr^J^ges^^n Datensiitzen hinzugefugt werden. Die spektral ^getrenn^Uatti^aa 
Sn™auchb«imeh^ 

vorECSchcn isL Dies bietet den Vortcil, daB bci spatcrcr Vcrwcndung andcrcr spcktraler KonflguraUoncn 1*^*^ 
reSnderReinformen in der Datenbank exi S deren,undsoinitdieReinformnuore S zenzen ruchterneutaufgeze^hnet 

werden miissen. 

Dalenerfassung der Fluoreszenzen der Probe 

Die Fluoreszenz der Probe setzt sich aus den Fluoreszenzen der genannten Reinformen zusammen. gne spekcrale 
Auftrennung der Fluoreszenzen der Probe wird in den spektralen und optischen KonfiguraUonen durch *«» 
authDatcn IcrRcinformcn aufgczcichnct wurden. >forn C hnuichkommcn solchc spektrale Konfigurationon zumEmsatz, 
mSFSSL* £ in der Probe vorhandenen Reinformen die groBten ™« 
sen. Eventuell in der Probe, vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral aufgetrennten Daten 

^ Ke SShnung der spektral geixennlen Datensa^e der Probe kann gegebenenfalls wiederholl werden ^entweder 
dySrniscne Ssse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu vemn- 
gem. 30 

Datenanalyse 

Die eesDeicherten Daten werden im folgenden Schritt mil Ililfe einer Regressionsanalyse ausgewertet Hierbei konnen 
muSrSeReSdonsanalysenodernichtlto^ 35 
™Su7gsbeis P iel warden Auswertungen nut beiden Verfahren durcbgefuhrt. Vor- undNachtede der »^enden 35 

^cdautcrt. Durch die Regressionsanalyse konnen die rclativcn Bcitragc der Rcmforrncn zum teanto- 
Z^TrZZt Cden und bei Kennmis der Signalintensitat bekannter Mengen des Huorochroms auf die in de Probe 
vorbaXe Se des Huorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderUchen Schntte werden m der bolge be- 

^DrS-Kamerasbis zur SaUigungsschwelle weitgehend Unear arbeiten, kann angenommen 40 
halb der Sa.tigungsschwelle bei jeder spektralen Konfigurauon i das Gesamtsignal einer Probe V "g^*^ 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, ... m zusammensetzt. Daher gilt Fg„ = F t + F 2 + . • • + Fm- Diese ton^xom 
Lenten kbnnen als Produkt der durch Aufzeichnung und Nornuerung der ^ f ^° reS2en ^^ n ~ 
ten Fluorcszcnzintcnsitatcn xl, x 2 , . . . x ra mit den unbekannten Skalicningsfaktorcn b„ b 2 , . . . b ra ausgedruckt werden. 
£"= L TwSdienonnie^en Huoreszenzintensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedhchen^ek- 
Slen LrTti^onen verschieden sind, bleiben die Skaner.ngsfak.oren b, die die m der ^^^^^ 
gen der Huorochrome anzeigen, konstant. Falls das fur die Aufzeichnung ernes speklxalen Datensatzes benottgte Ze un 
TvaE be dynatuischen ProLsen nicht vernachlassigbar gering isl, konnen sich Fehlerquellen ergeben; daher isl bei ki- 
neti^henUntenuchungenaufeinenge.schwindigkeitsopdtniertenAblaufderDatenerfassung.zuachten • . 

K ^Verfahrrder^ Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendet, um den Betrag der unbekannten Sk - 
lierunSo^n bT Her jeweiligen normierten Intensity der Reinformen x t . . . x ra zum Gesamtsignal y^zu «mlr 
SSjSSSel^KonU^ i "tzl sich das Gesamtsignal .„ aus den Signalen der un Bildelement befindh- 
chen Reinformen Fi,„ bzw. b,„ x im additiv zusammen. ... 

l''urjedeWellenlangeigiltsomit: ' 55 

Formel(l) yi = fyxn + b 2 x;2 + b 3 x i3 + . . . + b m x im . 

Die AnzahL der Reinformen m bestirnmt die Zahl n der spektral unterschiedUchen Datensatze, die rmndestens aufge- 
zeichnet werden mussen, urn eine Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. AUgemein gilt also n £ m 
^hSSto« der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschiedenen Daten- 60 
satzen n verschiedene Losungen eines Hnearen Gleichungssystems (LGS). 
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^=VlI + b 2 X l2 + h X \2 



Formel (2): 



+ 
+ 



+ * 6 A 



b m X nm 



Dieses LGS kann bei der Aufzeichnung von m verschiedenen FluoreszenzfarbstorTen, deren spekirales Verhalten be- 
kannt ist (xn . x m , sind bekannt) bei n = m Wellenlangen direkt durch das Gauss-Jordan'sche UUtrunationsverfahren 
eelost werden falls zwischen den n verschiedenen Losungen keine lineare Abhangigkeiten bestehen. Die multivariate n- 
neare Regressionsanalyse besitzt jedoch den Vorteil, daB mehr MeBwerte in die Berechnung aufgenommen werden kon- 
nen, und daB das Bcrcchnungsvcrfahrcn zuvcrlassigcr gcstaltct werden kann. . , , 

Bei steigender Anzahl n erhSht sich die Zuverlassigkeit der Regressionsanalyse besonders bei nur schwach spektral 
unterschiedlichen Ruorochromen. Andererseits werden die Datensatze umfangreicher und die Datenanalyse verlang- 
samt Bei der im Anwendungsbeispiel verwendeten CCD-Kamera rait 12 bit Auftosung werden beispielsweise bis zu 1,3 
x 10 6 Bildpunkle aufgezeichnel. Dies entspricht bei jeweils 10 verschiedenen speklralen Konfigurationen zu 20 ZeiUn- 
tervallen einem Datensalz von 520 Megabyte. 

Bei vektorieller Beschreibung einer mullivariaten linearen Regressionsanalyse k6nnen die gesuchten Betrage der 
Reinformen in einem Losungsvektor K wie folgt ausgedriickt werden: b = A x z , wobei A" die inverse einer Matrix A 
ist Der gesamtc Term lautct: 



Formel (3) 



^ x n x n ^ x i\ x n ^, x n x n 
X*f2 x n ^L x n x n 2 X '2 X <3 
2 x n x t\ S x n x n S x r* x n 



^ i X tl X im ^ 
^, X i2 X lm 
'^ d X n X im 



\^ X iix X tl ^ d X im X i2 ^, X im X im " ^ 4 X im X im 
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Die Surnmen Z werden hierbei uber alle gemessenen spektralen Konfigurationen i = 1 bis 1 = n gebddet. Da die Matrix 
A quadratisch ist, kann die Inverse der Matrix A" 1 durch das GauB'sche EUminationsverfahren iiut Rucksubstituuon ge- • 
bildct werden. Bet hohcr Komplcxitat der Matrix und bei schwach divcrgenten Datonsatzcn muB besonders auf Run- 
dunesfehler geachtet werden, die sich teilweise dramatisch auswirken konnen. Die Computergesttjtzte ErmitUung der in- 
versen Matrix wurde daher im Anwendungsbeispiel mit doppelt genauen HieBkommavariablen durchgefuhrt. Im Zwei- 
felsf all kann ein iteratives Verfahren zur Kontrolle und Verbesserung der Bildung der inversen Matrix dienen. Da die in- 
verse Matrix fiir ein MeBprolokoli lediglkh ein Mai berechnet werden muB, ist das aufwendige Verfahren der iterativen,. 
KontroUe und Verbesserung empfehlenswert Bntsprechende Algorithmen mit Programmierungsroutmen sind der Facn- 
literatur zu entnehmen und im Internet publiziert. , A JJt . . ■ . j- x/r . • 

Nach Kalkulation der inversen Matrix A -1 konnen nut Hilfe einiger MulUphkations- und Additionsschrttte die Matrix 
A' 1 mit dem Vcktor z zur Ermittlung des Losungsvcktors h ausmuitiplizicrt werden. In den Zcilcn des Losungsvcktors, 
sind die relativen Betrage des Beitrags der einzelnen Fluorochrome zum jeweiUgen Gesamtsignal enthalten. Diese k6n- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Gesichtsteldes iiber das gesamte Bildfeld als MaB fur die lokale Menge des jewei- 
ligen Fluorochroms dienen. Bei inhomogener Ausleuchtung konnen Korrekturfaktoren angewendet. werden, die zuvor 
durch Messung einer nonnierten Fluorochroiiikonzenlration in verschiedenen Bereichen des Gesichlsfeldes enniltelt 
wurden. Bei Fluoreszenzindikatoren, die ahhangig von Miiieuhedingungen ihre Figenschaften andern {?.. B, Fura-2 und 
Fura-^-Ca^-Komplex) ist zur Riickrechnung der entsprechenden Milieubedingung (lokale Ca -Konzentration) keine 
Korrektur erforderlich. da Unterschiede in der Ruoreszenzintensitat beide Indikatorformen gleichermaBen betreffen bo 
kann im Fall des Fluoreszenzindikators Fura-2 die lokale Ca 2+ -Konzentration durch folgende Formel berechnet werden: 

Formel (4) lCa 2+ J = K D x U<ura-2-Ca 2+ J/ll«ura-2J. 

Alternative Datenanalyseverfahren 

Altemativ zum beschriebenen mullivariaten linearen Regressionsverfahren wurden nichtlineare Regressionsverfahren 
zepruft Die Berechnung der relativen Anteile der Einzelkomponenten zum Gesamtsignal wxrd durch ein Minimierungs- 
verfahren der Abweichungsquadrate zwischen MeBwerten der Probe und einer Summierung der mit den gesuchten Fak- 
toren multiplizierten normierten MeBdaten der Reinformen (Formel (1)) erzielt. Die Summe der Abweic^hungsquadrate 
kann mittels verschiedener iterati ver Verfahren minimiert werden. Vergleichend wurden die steepest gradient Methode 
und der Levenberg-Marquardt- Algorithmus fiir die iterative Berechnung ange wendet Beide Verfahren ergeben unter Be- 
rucksichtigung aquivalenter Abbruchkriteriert der iterativen Optimierung identische Losungen. Bei geeigneter Wahl von 
Startwcrtcn fur die itcrativ zu crmittclndcn Faktorcn b! . . . b n ist das nichtlineare Regressionsverfahren zuvcrlassig und 
bietet eine einfache Handhabung. FaUs die Startwerte und die iniualen Schrittweiten des iterativen Verfahrens unglins ig 
definiert wurden, ergeben sich jedoch falsch konditionierte Iteration sschritte, die eine Fehlbesamrnung in Form ernes lo- 
kalen Minimums der Minimierungsfunktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Definition von Grenz- 
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wain Orb, . .. b B reduziert werden, doch gerade b*i Minimierungsf^ 

'"^SZ^^^^^^ n^nea.n^.—.n fUrdie 
Mehrzahl dcr Applikationeti folgende Vtorziige: 

- nfchOineaw RegnsrioMveriaten bergen das Risiko, ein lokal^ Opdmum der Dalenanpassung ,u finden, das 
mXvariate lineaTRegressionsverf ahren erf aBt immer das globale Optimum dcr Datcnanpassung 

Der Berecbnungsaufwand durch das multivariate lirieare Verfahren ist wesenthch mednger als bei d^terauven 
^2hSwSSb«ne« Konfiguration immer identiscb. Somit ist die benohgte Rechenzeit abschatzbar 
und dadurch die Integrierbarkeit in Echtzeit-Programmablaufe gegeben. aa-*^ ,™a Mnitinlikatio- 

Die Berechnunesschritte der Matrixoperation (Formel (3)) bestehen lediguch m Addmonen und MulUplikatio- 
" ,1 , . » -.. .u/Lm^. rW bote Gnd der Rechenoptimierung in aktuellen Prozessoren 

ten mil reduziertem Befehlssatz ("RlSC-Prozessoren) verwendet werden. 
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Anwendungsbeispiel 



Die Vbrrichtung, die bei Erslellnng des Anwendungsbeispiel* verwer.de! wurde, ^^J^^f^Te 
wedeTrleV^ 

veleS O^Sera zeichnet sich durch einen »grade-0»-Chip ohne Pixeldefekte aus, der zur V*nn gemng des 35 
DuTekmASclder-Elcmcntc auf-20°C gckuhltwird Bei Vcrwcndung andcrcr Scnsorcn muBbcachtc wcr- 
den d^fi to ReE^sionsverfahren auf der Grundlage der Formel (1) nur dann angewendel werden kann wenn toigr 

ten defensors entsprechende Umreehnungsfaktoren bei der Datenerfassung angewendet werden, um d» tatsachhche 
Sismalinlensuiil der Probe zu erfassen und nach dem beschnebenen Verfahren rortzuselzen _ 

In Fie 2 sind soektral aufgeloste Datensatze der Anregungswellenlangen von 320 nm bis 490nm in 1 nm-Sctoitten 
vorfRnt? F^ra SKomplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Normierung auf die maximale Huora- 
z^ Sen^at dTs eniectnden Fluorochroms abgebildeu Als Reinformen wurden in der Fokusebene folgende Mate- 
rialicn gcmcsscn: 45 

1 GFP - In HEK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinantes moditmertesGHP exprimieren 
48 Stunden nacb transienter Transfektion des PLasmids P EGFP-Cl, Clomech, Palo-Alto, CA, ™£\ 

2 Fura"2: In HEK 293-Zellen, die mil Fura-2-Azeloxymethylester (Molecular Probes, Eugene^ 3R USA) geladen 
wurden und mit dem Ca^Chelator r.thylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetrae SS ,gsaure 2 mM (FX,™ , F uka, Dei- 
rntfenSlchland) und dem Ca^-Ionophor lonomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fflr 2 h inku- 50 

l^uTSca^-Komplex- In HEK 293-Zellen, die mit Fura-2-Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR ^Tsl^eladen wSen undl Lit 10 mM und dem Ca--Ionophor lonomycin 5 pM (Stgma, Deisenhofen, 

Anw™ it v™ + bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Daten dieser Messunge ° «8*« W 
u^erd^ssun E er?nach Punkt2 und Pnnkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiehungen und 

Punkt 2 bzw. Punkt 3 ermittelten Spektren nahezu ubereinstimmen, wurden s,e aus Grunden der Ubers.chthchkeH 
nicht in Zeichnung 2 abgebildet. 

Fura-2-und Fura-2-Ca^-abhangigen Fluoreszenz verfolgt werden. Hierbei ware zu erwarten, daB d ie Fluoreszenz be,der 
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Fura-2-Indikatorspezies absinkt, nicht jedoch die Ruoreszenz des GFP. Da groBe Intensitatsunterschiede der Ruoreszen- 
zcn dcr drci in dcr Probe vorhandenen Ruorcszcnzf arbstoffspczics im Bcrcich von 340 nm, 358 nm, 380 nm und 480 nm 
groBe Differenzen untereinander aufweisen, wurden. diese Anregungswellenlangen fiir den MeBvoigang ausgewahlt. 
Durch die Wahl der Expositionszeit der CCD-Kamera von 30 ms bei jeder AnregungsweUenlange wurde der dynarrusche 
Bereich der CCD-Kamera optimal genutzt, wobei insbesondere darauf geachtet wurde, daB keine Bildpixel die Satti- 
gungsschwelle der CCD-Kamera iibersteigen. Die Aufzeichnung eines speklralen Dalensalzes erforderte weniger als 
200 ms und wurde in 1 s Intervallen wiederholt. 

Bildregionen. die einzelnen Zellen entsprechen, wurden seLektierl und eine Zeitserie der rnittleren Bildpixelwerte uber 
jede der selektierten Bildregionen berechnet. Die entsprechenden Mittelwerte der Bildregionen bei den WeUenlangen 
340 nm 358 nm, 380 nm und 480 nm sind als Funktion der Zeit in den Fig. 3-6 dargesteUt. Bei 20 s wurde Mn 1 mM 
zugegeben, urn die Kanalaktivitat zu verfoigen, nach 90 s wurden die Zellen mil Carbachol 100 uM stimuHert, Durch das 
beschriebene multivariate, lineare tegressrionsverfahren wurden nun die relativen Betrage der einzelnen Huorochrome, 
die sich zum jeweiligen Gesamtsignal addieren, flir jede Zelle zu den verschiedenen Zeitpunkten ermittelL Zugrundege- 
legt wurden hierbei die normierten spektral aufgetrennten Fluoreszenzintensitaten der Reinformen ausFig. 2. Nach Ver- 
rcchnung dcr relativen Fura-2 und Fura-2-Ca 2+ Konzcntrationcn gcmaB dcr Formcl (4) wurde die rcsulticrcndc frcic zy- 
tosolische Ca 2+ -Konzentration in den selektierten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen ZeUen im Ge- 
sichtsfeld) im oberen Abbildungsteil der Fig. 7 ((1) in Fig. 7) als Funktion der Zeit aufgetragen. Die durch das mutiva- 
riaten, linearen Regressionsverfahrens ermittelten Zeitverlaufe der Summe der relativen Fura-2 und Fura-2-Ca Ruc- 
reszenzen wurden suiwnierl und nach Nonmerung auf die initialen RuoreszenziniensiUiten im mitQeren Abbildungsteil 
der Fig- 7 ((2) in Fig. 7) dargesteUt. Die relative GFP-Konzenrration ist. im untereri Abbildungsteil der Fig. 7 ((3) m Fig. 
7) aufgetragen Aus Abbildungsteil (2) in Fig. 7 kann man ersehen, daB die Stimulation eines Mn -Einstromes zu einer 
rapiden Verringerung der Fura-2- und Fura-2-Ca 2+ -Signale f iihrt. Die durch das genannte Verfaliren ermittelte GFP-Ruc- 
reszenz ((3) in Fig. 7) hingegen blcibt nahczu konstant. Wcitcrhin ist cine Bestimmung dcr zytosolischcn Ca -Konzcn- 
tration selbst unter mehreren StoreinftUssen mogu'eh ((1) in Fig. 7). So wurden im Anwendungsbeispiel mehrere Stor- 
groBen eingefuhrt, die jeweils eine Quantifizierung durch das von Grynkiewicz et al. (1985) beschriebene "Ratio- \ferfah- 
ren" beemtriichtigen wurden: 

• - Die Anwesenheit eines dritten Ruorochroms (GFP) verursacht in den Anregungswellenlangen 380 ran, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich starke SignalintensitSten, die die Ruoreszenzsignale von Fura-2 iiberlagern. 

- Die deutliche Abnahme der Fura-Ruoreszenzen nach Anslosung eines Mn^-Einstromes in die Zellen fuhrt zu in- 
konsistenten Ergebnissen nach dem "Ratio- Verfahren". # < , ; . 

- Durch Abnahme der Fura-Ruoreszenzen nimmt die St6rgr6Be der GFP-Ruoreszenz zeitabhangig im Vernaltnis ■ 
zu den Fura-Huoreszenzen zu. 

35 Da nut dem in dieser Erfindung beschriebenen \ferfahren die Ruorochromzusammensetzung ohne die Bildung von 
"Ratio- Verfahren" crmittclt werden kann. nchmcn die StorgroBcn kcincn EinfluB auf die Quantifizierung dcr ortlich und 
zeitlich aufgel5sten Ruorochromzusammensetzung. Ruorochrome mit deutlich Uberlappenden spektralen Eigenschaften 
konnen somit erstmals ohne die Verwendung von "Ratio- Verfahren M zuverlassig quanufiziert werden. 

40 Beispiele der bevorzugten Nulzungsmoglichkeiien der Erfindung 

Die Schnelligkeit des Berechnungs verfahrens erlaubt es, eine hohe zeitliche und/oder raumliche Aufl5sung der MeB- 
vorrichtung unvermindert zu nutzen. Durch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden durch online-Berech- - 
nungen die im Spcichcr vcrblcibcndcn Datensatze wcitcr rcduziert werden konnen, da nach dem Bcrcchnungsvcrfahrcn 

45 die spektral aufgelosten Bilddaten nicht mehr benStigt werden. Eine online-Berechnung der Datensatze wtirde neben der 
Speicherplatzreduktion den weiteren Vorteil bieten, daB bereits kalibrierte Daten visualisiert werden konnen. Der An- 
wender konnte auf dem Bildschirm beispielsweise simultan und nahezu in Echtzeit die bereits kalibrierte Car -Konzen- 
tralion, den pH-Wert in einer Zelle oder die Lokalisalion verschiedene Quoreszierender Pruteine und Farbstoffe wahrend 
eines laufenden Experiment beobachten. Tn einem Fluoreszenzmikroskop kornen nach Angahe der in der Probe enthal- 

50 tenen Fluorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Ruorochrome in getrennten Bildern oder durch Farb- 
kodierungen kenntlich gemacht nebeneinander oder in iibereinandergelagerten Bildern dargesteUt werden. Dies ist bei 
Verwendungen von Ruorochromen, die durch optische Vorrichtungen quantitativ unterscheidbar sind, in der konfokalen 
Lasermikroskopie und in der mehr-Phoronen-Mikroskopie bereits verwirklicht worden. Bei Verwendung von Indikator- 
farbstoffen konnen jedoch ledigkch relative Veranderungen beobachtet werden; eine Quantifizierung konnte mit dem in 

55 dieser Erfindung beschriebenen Verfahren ermoglicht werden. .... 

Vorrichtungen, die durch ihre Eignung zur Aufzeichnung spektraler Datensatze fur die Anwendungen des in dieser br- 
findune beschriebenen Verfahrens besonders geeignet. erscheinen, sind beschriehen worden. Sie umfassen konfokale und 
nicht-konfokale Ruoreszenzmikroskope (US 5751417, US 5861984,- US 5864139, WO 9222793), aber auch die Ruo- 
reszenz-gestiitzte DurchfluBzytometrie (in Patent US 4745285 bereits mit den technischen Voraussetzungen fur eine 

60 spektrale Auftrennung der Ruoreszenzemission beschrieben) oder die Ruoreszenz-basierende DNA-Sequenzierung 
(EP 0294524 und dessen Weiterentwicklungen). Die Kalibration der Ruoreszenz-Resonanz-Enei^ie-Transfer-Mikro- 
skooie (z B WO 9855026) kann ebenfaUs durch das erfindungsgemaBe Verfahren bedeutend erleichtert werden. Die 
Ruoreszenzen des "green fluorescent protein" (GFP) und seiner Varianten (US 5777079, WC > 9821355 EP 0851874, 
US 5741668 WO 9742320, CA 2232727, WO 9726333, AU 4482996, US 55625048, WO 9711094, WO 9623810, 

65 WO 9521191) konnen mit dem crfindungsgcmaBcn spektroskopischen Quantifizicrungs verfahren trotz iibcrlappcndcr 
spektraler Eigenschaften effektiv voneinander separiert werden. Dies ermoglicht erstmals die simultane Bestimmung 
multipLer Expressionsmarker in vitalen Zellen. Durch die Expression von Fusionsproteinen mit den genannten GFP-N6- 
rianten konnen verschiedene zellulare Proteine simultan in lebenden ZeUen beobachtet werden. Kolokalisauonsstudien 
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n.ii Hilfc der Fluoreszenz-Resonanr-Energie-Transfer-Methode (FRET) kbnnen mil dem in dieser Erfindung vorgestell- 
S ^^Zr^lZQu^zLn, dcr Einzclnuorcszcnzcn mil bcdcutcnd groBcrcm Auflosungsvcrmogcn 
durchgefUhrt werden. 

t ninl rhe.m. 1QR5: 260: 3440-3450; , , 

H, NunnaUy : B.' K., li L. C. McGown L. B„ On-the-fly fluorescence lifetime detection oi oye-.aeeieu ^ 

mers for multiplex analysis:; Anal Chem. 1998; 70: 3413-3418; ■ QQ , 

TLowy S Evaluation of triple-band filters for quantitative . cpifluorcsco.ee microscopy; I. Microsc. 1995, 

^oidatSL Y, Kusumi A., Fluorescence lifetime imaging rnicrosc»py ^^j^Melhodology development and 
application to studies of endosome fusion in single cells, Biophys. J. 1993; 64: 676 685; 

8 RiedX, Baldini A., Rand T. C, WardD. C, Simultaneous visualizaUon of seven different DMA probes b id Mlu hy 
bridizatior, using combinatorial fluorescence and digital imaging microscopy; Proc. Natl. Acad. Sc. V. S. A. 1992, 
89: 1388-1392. 

Patcntanspriichc 

I. Verfahren zur Quantifizierung merger Huorochrome, bei dem durch Aufzek^nung •^g'^SS 
aufsetrennter Huoreszenzen der in einer Probe enthaltenen Huorochrome in Reinform, durch die Autzeicbnung 
!S£g^l aufgetrennUir Fluoreszenzen der Probe und durch die Anwendung 
ne^erplSnsverfahrens die Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamts.gnalen errmttelt werden da- 
S JkSchnel, dass eine spektrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 

^rfthrtnnach Ansprucb 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oderFUterung to «dt- 

3 ^Trfehren nach Ansprucb 1 dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder 1'ilterung des emit- 
.LS&^i^iSdedJn Anregungswellenlangen zurErfassung ^^^tp^TM 

rSlfnacSrn der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB cin nichtUnc^Rcgrcssi- 
omverfab™ zur Berechnune der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

rsSnrcb^mTAS 

Lieden^Fruorochromen n = m verschiedene spektrale Konflgurationen zur Datenaufzeichnung eingesetzt wer- 
* SSZl^JL zur Berechnung der Beitrage der Reinfonnen zu komplexen Gesamaignalen 

nSSch einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungslichtquellen 

nulUeuabhaniig veranderliche Formen rur das erfindungsgemaBe Quantthzierungsverfahren als verschiedene Rein 
formen von Fluorochromen behandelt werden kfinnen. . . . 

8 ^ wenduns des VerTahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Huores^nzmikroskopie. 

9 Anwendung to Verfahrens nach einem der Anspruche 1 , 2, 3, 4 und 6 in der Nuk 

■10.Si*. Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der DurchfluBzytometne oder dem fluores- 
rSS£ einem der Anspruche 1 bis 7 in der Huoreszenzspektrophotometrie oder der 

Huoreszenzkorrelationsspektroskopie. , 
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